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DEUTSCHLAND 



Bescheinigung 




PRIORITY DOCUMENT 



Herr Dr. Wolfgang-M. Franz in Heidelberg/Deutsch- 
land hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 



am 17. November 1995 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Der Wohnort des Anmelders wurde geandert in: 
GroB Gronau/Deutschland. 

Das angeheftete Stuck ist eine richtige und genaue Wie- 
dergabe der urspriinglichen Unterlage dieser Patentanmel- 
dung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die 
Symbole C 12 N und A 61 K der Internationalen Patentklas- 
sifikation. erhalten. 



"Vektor- System fur die Gentherapie am Herz- 
muskel" 




Munchen, den 24. April 1997 
Der President des Deutschen Patentamts 
Im Auftrag 





Ho© 



Aktenzeichen: 195 42 838.2 





VeJctor- System fflr die Gantherapie am Herzmuskel 



ZusasQueofassong 

Die Erfindung betrifft ein neues Vektor-system fur die Gen- 
therapie am Herzmuskel. Anwendungsgebiete sind die Medi2in und 
die pbarmazeutische Industrie. 

Das neue Vektor-System 1st durch einen viral en Oder nfcht 
viralen Genshuttle geJcennzeichnet , in dem ein therapeutiscbes 
Gen, gekoppelt an den ventrikularen HLC-2-Promotor , einkloniert 
ist. 
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Bescbreibung 

Die Erfindung betrifft ein neues Vektor-System fur die Gen- 
tberapie am Herzmuskel • Anwendungsgebiete sind die Kedizin und 
die pharm^^ eutische Industrie* 

Es gibt verscbiedene Fomen der Kardiomyopatbie. Ihr Krankbeits- 
bild uafaBt eine Gruppe von Herznnskelerkrankungen , welcbe sicb 
sowohl in kontraktilen als aucb in elektrophysiologischen 
Storungen prSsentieren und letztllcb 2ur scbweren Herzin- 
suffizienz und/oder zum plfitzlicben, elektropbysiologiscben 
Herztod fubren. Die Sucfte nacb monogenetiscben Ursacben bei 
familiaren Formen der dilatativen und bypertropben 
Kardiomyopatbien ist derzeit Gegenstand zahlreicher 
grundlagenwissenscbaftlicber und kli-niscber Untersucbungen. So 
konnten gerade in jungster Zeit genetiscbe Ursacben fur 
Herzmuskelerkrankungen auf molekularer Ebene aufgeklart werden. 
Zudem ergibt sicb aus dem Einsatz von molekularbiologiscben 
Hetboden ein neues Verstandnis fUr aolekulare Ursacben der 
cbroniscben Herzinsuffizienz und der Kardiomyopatbie. Nacb 
Identifizierung genetiscber Defekte und dem Nacbweis einer 
veranderten Genexpression in erkrankten Herzauskelgeweben 
ergibt sicb die H6glicbkeit / bestimate molekulare Veranderungen 
durcb Ubertragung von genetischea Material zu korrigieren bzw. 
zu koapensieren. Der bereits in der Krebstberapie und Mrzlicb 
aucb bei der Muskeldystropbie angewandte Transfer von Fremdgenen 
in somatiscbe Zellen des intakten Organisms stellt daber eine 
vielversprecbende Metbode dar, welcbe mSglicberweise als 
gentberapeufciscbes Verf abren aucb in der interventionellen 
Kardiologie eingesetzt werden k6nnte. Die am bauf igsten far den 
soaaatiscben Gentransfer verwendeten Vebikel sind die nicbt 
replikationsf abigen Retroviren . Voraussetzung eine 
erfolgreicbe retr viral Inf kti n ist jedocb eine 
teilungsfSbig Zieizell , wie zum Beispiel stark prolif erierende 
Tumorzellen. Da eine Vielzabl somatiscber Zellen eins c hl ieBlicb 
der Kardiomyozyten nicbt mehr teilungsfSbig sind, konnen retro- 
viral e n Sbuttle-Vektor n Systeme bier nicbt verwendet werden* 
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Unter den verfiigbaren Gentransf ersystemen haben die 
rekombinanten Adenoviren verscbiedene Eigenscbaften, die sie fur 
den somatiscben Gentransf er in teilungsunf Sbige Zellen besonders 
attraktiv macben7\ 

GroBe Beacbtung f and daber eine erst jungst von Perricaudet und 
Rosenf eld entwickelte Tecbnik des stabilen Gentransf ers in Bron- 
cbialepitbelien zur Tberapie der zystiscben Fibrose mittels 
rekombinanter Adenoviren. Diese Methode konnte von der Arbeits- 
gruppe Perricaudet auf teilungsunf abige Herz-und Skelettmuskel- 
zellen der Metis Qbertragen werden. Tberapeutisch wurde das 
adenovirale Gentransf ersystem bereits an der Skelettmuskulatnr 
eingesetzt, um das bei der progress iven Muskeldystrophie vom Typ 
Duchenne feblende Dystroph i ngen zu ersetzen. So zeigen nacb 
intramuskularer Virus-Applikation bis zu 50% der Skelettmuskel- 
f asern eine mittels Imaunbistocbemie nacbweisbare Expression des 
Dystropbinproteins. x 
Da bereits einige Formen der dilatativen Xardiomyopatbie mit 
def ektem Dystropbinprotein bzw. feblendem Dystropbingen be- 
schrieben wurden konnte sicb aus diesen Vorkenntnissen ein 
Ansatz zur spezifiscben Gentberapie der Dystropbinopatbie as 
Herzmuskel ergeben- 

Das humane Adenovirus gebdrt zu der Klasse der doppelstrangigen 
DHA-Viren mit einem Genom von ca- 36 Kilobasenpaaren (Kb)- Die 
virale DNA kodiert fOr etwa 2700 verscbiedene Genprodukte, wobei 
man f rube ("early genes") -und spate ("late genes") Genprodukte in 
Bezug auf den adenoviral en Replikationszyklus unter scheidet. Die 
"early genes" werden in vier transkriptionelle Einbeiten r El bis 
E4 r unterteilt. Die spaten Genprodukte kodieren fQr die Xapsid- 
proteine. Isnnunologiscb konnen mindestens 42 verscbiedene Adeno- 
viren unterscbieden werden. Die zellulare Aufnabme der Adeno- 
viren erfolgt fiber den Mecbanismus der sezeptorvermittelten 
Endozytose in das lysosomale Kdmpartstent iner Vielzahl humaner 
Zelltypen. Danacb wandert das adenoviral Genoa ins Zytoplasma 
und anscblieflend zum Zellkarn. Die Transkription der viralen 
Gene setzt die Expression der "early region 1" voraus, welcbe 
fQr frirren Transaktivator der adenovixalen Genexpression kodiert. 
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Dies AbbSngigkeit der Expression aller nachfolgenden viralen 
Gene von dem El-TransaJctivator kann fur did Konstxuktion der 
nicht replikationsfahigen adenoviralen Vektoren genut2t werden. 

In adenoviralen Vektoren wird die El-Genregion durch ein 
Fremdgen nit eigenem Promo tor ersetzt,, Durch. den Austausch der 
El-Genregion, welctxe fQr die Expression der nachgeschalteten 
adenoviralen Gene voraussetzung ist, entsteht ein nicbt 
replikationsfahiges Adenovirus. Diese Viren konnen sich dann nur 
in einer Zellinie vermehren, welche die felilenden El Gene 
ersetrt* Repiikationsdefiziente Adenoviren werden daher durch. 
homologe Rekombination in der sogenannten 293 zellinie (humane 
embryonale Nierenzellinie) , die eine Kopie der El Region stabil 
im Genom integriert hat, gebildet. Hierzu werden unter Kontrolle 
eines eigenen Promoters (z.B. RSV) Fremdgene (z.B. B-Galakto- 
sidase) in rekombinante adenovirale Plasmide kloniert. 
AnschlieBend erfolgt die homologe Recombination zwischen den 
Plasmiden pAd . RSV/B-Gal und dem El-def izienten adenoviralen 
Genom dl327 (Adenovirus 5) in der Helferzellinie 293 . Bei 
erf olgreicher Rekombination werden viral e Plaques geerntet. Die 
so erzeugten f replikationsdef izienten Viren werden dann in hohen 
Titern (10* bis 10" Plaque bildende Eixiheiten) zur Inf ektion der 
Zellkultur oder der Tiere eingesetzt. Die Grofle eines 
rekombinanten adenoviralen Genoms ist auf ca. 38 bis 40 Kb 
beschrSnkt und mufi bei der Konstruktion der adenoviralen 
Shuttle-Vektoren unbedingt barucksichtigt werden* 

Hittels intravenSser (i*vO Application von reko m binanten 
Adenoviren wurde das beschriebene B*Galaktosidase~Reportergen 
unter Kontrolle des retroviralen Promoters (RSV) bis zu 12 
Konaten bereits stabil in muskulSren Geweben exprimiert. 
Detaillierte Untarsuchungen der Gewebeverteilung nach i.v. 
Applikation von rekombinanten Adenoviren mit Lucif erase als 
R p rtergen ergaben, daB in alien unt rsuchten Geweben 
Lucif erase-AktivitSt nachwaisbar war. 

Quantitativ zeigte sich jedoch eine prSf erenzielle Lucif erase- 
Expression in der Leber (99%) der i.v. infizierten Tiere. 
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Zusatzliche Ufctersucbungen mit B-Galaktosidase produzierenden 
Adenoviren ergaben, daB ca. 90% aller Leberparenchym-und - 
endothelzellen das Fremdgen effektiv expriaaierten- Im Gegensatz 
hierzu kouuat es bei der Vervendung des CMV-Promotors zu einer 
rasclxen Abnahme der Genexpression in der Leber. Daraus wird 
ersicbtlicb, daB bei dem Gentransfer in bestimmte Zielzellen 
nicht nur die Hethode der viralen Applikation, sondern aucb die 
Auswabl des fur die stabile Expression wichtigen Promoters von 
entscbeidener Bedeutung ist* Hinzu kosmt die Immunantwort des 
Empf angerorganisnus , die bei der i.v» Applikation zur Ausbildung 
hoher Titer an neutralisierenden AntikOrpern gegen Kapsid- 
proteine fuhrt. Diese Untersuchungen weisen darauf bin, daB 
unter UmstSnden der wiederbolte Gentransfer mit rekombinanten 
Adenoviren zu einer erheblichen Abnabae der Transf errate fubren 
kann. 

Fur die HerzausJculatur vurde erst kurzlich von der Arbeitsgmppe 
Leiden ein stabiler Gentransfer durch direkte Infusion von 2x10" 
replilcationsunflhigen Adenoviren in die Xoronararterien von 
Kanincnen erzielt. Hit diesem sogenannten "Percutaneous Coronary 
Gene Transfer" (PCGT) Verfanren war unter Kontrolle des CMV- 
Promotors sowohl in endothelialen als auch glatten Huskel2ellen 
der Gef&Be und in den ventrikularen HerznuskelzelXen eine 
Expression des B-Galaktosidase-Reportergens nachveisbar. Die 
aufgezeigten nntersuchungen weisen darauf tin, daB grundsStzlich 
verschiedene Zelltypen mittels intralcoronarer Inf ektion erreicbt 
werden kSnnen. Far eine gezielte Expression ware ein 
gevebespezifischer Promoter von groBea Nutzen. Pur die Therapie 
von Herzmuskelerkrankungen ist vor allem die gezielte 
Icardiomyozytare Expression von Interesse. / 
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Zusammenfassend ISfit sich feststellen, daB adenovirale Vektoren 
far den Gentransfer verscbiedene Vorteile baben: ibre 
Unabbangigkeit von der Wirtszellreplikation, ibre Fremd-DNA- 
VerpacJcungskapazitat von bis zu 7,5 kb, der noch effiziente 
Gentransfer und ibr groBes wirtsspektrum. Hire Flbigkeit, ver- 
scbiedene Zelltypen zu infizieren, kann jedoch zur Expression 
von vermeintlicben tberapeutiscben Genen in nicbt Zielzellen und 
damit unervunscbten Risiken fubren./ 



Es ist bisber u.a. noch nicbt gelungen, Adenoviren so zu 
verandern, daB sie fur spezifische Expressionen in somatiscnen 
Zellen (z.B. Herzmuskelzellen) verwendbar sind. Ibr Einsatz fur 
einen Gentransfer in Her zmuskel zellen fur eine Therapie konnte 
desbalb bisher aus sicberbeitsgrfinden nicbt in Betracbt gezogen 

werden. / x 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde,. ein adenoviral es 
Sbuttle-Vektor-System nit gezielter, moglicbst ausscblieBlicber 
Expressionsaktivitat in Herzmuskelzellen zu entwicXeln. Auf der 
Basis dieses Systems sollte ein Tberapiekonzept fur 
monogenetiscbe Formen der Kardiomyopatbien aufgebaut werden r 
welcbe maximale Sicberheit vor einer Expression in Zellen 
auBerhalb des Herzmuskels bietet. 

Teilziele sind die Klonierung eines berzmuskelspezifischen 
Promoters in das adenovirale System sowie die Untersucbung- der 
Spezifitat, Stabilitat und Effizienz der Genexpression mit Hilfe 
der Lucifer ase-und fl-Galaktosidase-Reportergene. 

Es wurde gefunden, daB der MLC-2 Promoter (Hyosin-Leiebt-Kette- 
2-Promotor) in den adenoviralen ^ntex ^ Oberrascbend gewebe- 
spezifisch ist. Darauf ist di vorliegende Erfindung aufgebaut, 
die gemaB den Ansprucban 1, 6 und 7 realisiert wird. Die 
nnteraneprueba sind Vorzugsvarianten. 
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Das erf indungsgemaBe Vektor-System ist durch einen viral en oder 
nicht viralen Genshuttle gekennzeichnet , in den ein thera- 
peutisches Gen, gekoppelt an den ventrikuiaren HLC-2-Promotor, 
einkloniert ist. 

Bevorzugt wird ein Vektor-System, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB als Basis fflr den Genshuttle ein Adeno- 
virus eingesetzt wird. 

Besonders bevorzugt ist ein Vektor-System , in dem ein rekombi- 
nationsdefizienter Adenovirus eingesetzt wird. 




Als therapeutisches Gen wird die cDNA eines Gens verwendet, das 
bei der zu behandelnden Krankheit qualitativ und quantitativ 
verandert ist. 

x 

Die Erf indung laBt sich auch realisieren, wenn Teile oder 
Varianten des HLC-2-Promotors eingesetzt werden. 



Das erfindungsgem&Be Vektor-System wird hergestellt, indem in 
einem adenoviralen Vektor die El-Genregion oder eine andere 
Region durch ein therapeutisches Gen mit dem MLC~2-Promotor 
ersetzt wird. 

Die Anwendung des neuen Vektor-Systems erfolgt bevorzugt 
dadurch, daB das Vektor-System konfektioniert und einem 
Patienten ubar die Blutbahn, vorzugsweise fiber ein modif iziertes 
Kathederverfahren in das arterielle oder venose Koronar system 
appliziert wird. 

Die Erf indung soil nacbfolgend an Ausfflhrungsbeispielen nSher 
erl&utert werden. 

1. zur Etablierung des Somatiscben Gentransfers mit adenoviralen 
"Shuttle-Vektoren" werden rekombinante Adenovxren mit 
Luciferase-und fl-Galaktosidase-Reportsrgenen unter Kontrolle des 
MLC-2 Promoters nacb folgendem Schema erzeugt: 
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pAd.MLC-24.uciferase 




Cla I geschnittenens Adeno- 
virals Genom .d)1327 (Ad5) 




Ad-MLC-2-Luciferase 

fthfrtldung! Erstellung des rekombinanten Ad eaovirus Ad-MLC-2- 
Luciferase " mittels in vivo ^^combination. 

^ Ad al Klonieruncx des rekombinanten PlasTnides. oAd.MLC-2/ 
msif erase; 

Das In ... bescbriebene MLC-2/Lucif erase Fusionskonstrukt wird 
an den Bestriktionsscbnittstellen Kpn I aus dem "Bluescript"- 
Plasaid berausgescbnitten. In einer anschlieBenden sogenannten 
"Klenow^Reaktion werden die iSberb&ngendaii Enden aufgeftlllt und 
durcb Zugabe von sogenannten Pvu II-Linkara zus&tzliche 
Restriktionsenzymscbn i ttstellen an beiden Enden angebracht. 
Dieses 4.0 kB Xanga HLC-2/Luciferase-DNA Fragment wird dann in 
Analog!* zu dem rekombinanten Plasmid pAd.RSVBgal in die Pvu II- 
schnittstell am 3'~£nde der 1*3 au (1 mi - 360 bp) Region des 
Adenovirus Typ 5 (Ad 5) Genoms gekoppelt. 
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An das Lucif erase-Reportergen scblieBt sich das 9* 4~17 mu lange 
DNA-Fragment von Ad 5, velcbes ffir die homologe Rekombination 
mit den adeno-viralen Genon zur Bildung der reJcombinanten 
Adenoviren notvendig ist, an* Die korrekte Orientierung des 
Fusionskonstrukts vird mittels Restriktions-enzymen und 
Sequen2ierung uberpriift. 



frd b<> Erstel Inner **r» rekombinanten Adenoviren Ad~MLC-2- 
fcticif erase r 

Das rekombinate .Adenovirus entsteht in vivo durcb homologe 
Rekombination in der 293 Zellinie 2visc&en dam neu konstruierten 
Plasmid pAd . HLC-2 /Lucif erase und der adeno viralen DMA Ad dl327. 
Hierzu verden die 293 Zellen nit 5 pg des linearisierten 
Plasmids pAd.MLC-2/Lucif erase und 5 fxq des 2.6-100 ma (i i&u = 
360 bp ) langen Cla I Fragmentes von Adenovirus 5 (Ad 5 ) 
kotransfiziert. Naeb Uberschichtung der Zellen mit Agar und 10- 
t&giger Inkubation bei 37°C verden rekmnhinante adenoviral e 
Plagues isoliert und auf ibre Lucif eraseaktivitSt bin Gberpritft. 
Die rekombinanten Adenoviren verden in der 293 Zellinie vermehrt 
und mittels Casiumcbloridgradienten zentrifugiert. Die viralen 
Qberstande verden dann unter vervendung der 293 Zellinie im 
Plaqueassay austitriert. 

Ad Tn v itro und in v1to TnfeJction von Xardioinvozvfceni 

Xsolierte, neonatale Rattenkardionyozyten verden mit diesen 
rekoabinanten Adenoviren , Ad-HLC-2-Lucif erase, in der Zellkultur 
infiziert und auf die Lucif eraseexpressioa bin untersucht. Bei 
erfolgreicber in vitro Expression der Lucifer ase verden 
^c^M jpmn^ Ratten mit 20-40 /xl von gereinigten , rekombi nanten 
Adenoviren ( 10 u Plaqae-f ormierende Binbei ten/ml ) Ober 
intravenose Injektion, spSter audi fiber "Percutaneous Coronary 
Gene Zransfer" 2x10* infektfise Partikal in die Koronararterien 
eingebracbt. 
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Ad dl Xachw&is der Lucif erase-Express ion im Lucif eras^ -Assay; 

Pur den Luciferase-Assay werden gesamtzellulare Proteineactrakte 
aus den infizierten Kardionyozyten-und Fibroblastenkulturen oder 
spater aus infizierten Herzmuskelgewebe bergestellt. Bei 
erf olgreicher Inf ektion und alctivem MLC-2 Proaotor bef indet sicti 
intaites Luciferase-Enzym in Zellextrakt. Durcb Zugabe der 
Substrate Lucifer in und ATP entsteht unter Abspaltung von Pyro* 
phosphat ein Komplex aus Luciferase-Luciferyl-AMP. 

Durcli Oxidation von Luciferyl konmt es zur Dissoziation von Oxi- 
luciferin, AMP und CO* unter Aussandung eines Lichtguants ait der 
Wellenlange 560 nzu Diese Lichtenission wird in einem 
Trans illuainometer photoaetrisch in Lichteinbeiten CLU) 
regis triert und auf die Proteinmenge bezogen* 

Die Ergebnisse der Untars^chungen sind in den folgenden 5 
Abbildungen dargestellt. 
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Patentanspruche 



1. Vektor-rSystem fur die Gentherapie am Her zmuskel , 
gekennzeichnet durch einen viralen Oder nicht viralen 
Genshuttle, in den ein therapeutisches Gen , gekoppelt an 
den ventrikulSren MLC~2-Promotor , einkloniert ist. 

2. Vektor-System nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Basis fur den Genshuttle ein Adenovirus eingeset2t wird. 

3. Vektor-System nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet , 
daB ein r ekombinationsdef iz ienter Adenovirus eingesetzt 
wird* 

4. Vektor-System nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, 
d a & als therapeutisches Gen die cDNA eines Gens verwendet 
vird r das bei der zu behandelnden Krankhait qualitativ oder 
guantitativ verSndert ist. 

5. Vektor-System nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet , daB 
Telle oder Varianten des HLC-2-Promotors eingesetzt werden. 

6. verfahren zur Herstellung des Vektor-Systems nach Anspruch 
1*4, dadurch gekennzeichnet, daB in einem adenoviralen 
Vektor die El-Genregion oder eine andere Region durch ein 
therapeutisches Gen mit dem MLC-2-Promotor ersetzt wird. 

7. Verfahren zur Anvendung des Vektor-Systems nach Anspruch 
1-4/ gekennzeichnet dadurch, daB das Vektor-System 

konf ektioniert und einem Patienten fiber die Blutbahn, 
vorzugsweise fiber ein modifiziertes Kathederverfahren in 
das arterielle Oder venfise Koronarsystem appliziert wird. 
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Vector System for Gene Therapy of the Heart Muscle 
Abstract 

The invention relates to a new vector system for gene therapy of 
the heart muscle. Fields of application are the medical field 
and the pharmaceutical industry. 

The new vector system is characterized by a viral and non-viral 
gene shuttle, into which is cloned a therapeutic gene, which is 
coupled to the ventricular MLC-2 promoter. 
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The invention relates to a new vector system for gene therapy of 
the heart muscle. Fields of application are the medical field 
and the pharmaceutical industry. 

There are various forms of cardiomyopathy. Its clinical picture 
comprises a group of heart muscle diseases that become manifest 
as contractile as well as electro-physiologic disorders, and 
which in the end lead to severe heart insufficiency and/or 
sudden electro-physiologic heart failure. The search for 
monogenetic causes in familiar forms of dilative and 
hypertrophic cardiomyopathies is presently the object of 
numerous basic scientific and clinical research projects. Thus, 
genetic causes of heart muscle diseases on a molecular level 
could be identified only recently. Furthermore, by using 
molecular-biologic methods, a new understanding of molecular 
causes of chronic heart insufficiency and cardiomyopathy has 
been gained. After identifying genetic defects and evidence of 
a change in gene expression in diseased heart muscle tissue it 
is possible to correct, or to compensate for, certain molecular 
changes by transferring genetic material. The transfer of 
foreign genes to somatic cells of the intact organism as already 
used in cancer therapy and recently, also in muscular dystrophy, 
presents a very promising method, which could possibly also be 
used in interventional cardiology as a gene-therapeutic method. 
The vehicles most frequently used for somatic gene transfer are 
non-replicable retroviruses. The prerequisite for a successful 
retroviral infection is, however, a dividing target cell like, 
for example, highly proliferating tumor cells. Since a 

multitude of somatic cells, including cardiomyocytes, can not be 
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divided anymore, retroviral "shuttle-vector" systems can not be 
used here. 

Among the available gene transfer systems, the recombinant 
adenoviruses have various characteristics, which make them 
particularly attractive for somatic gene transfer in non- 
dividing cells. 

For this reason, a technique of stable gene transfer in 
bronchial epithelia for therapy of cystic fibrosis by means of 
recombinant adenoviruses just recently developed by Perricaudet 
and Rosenfeld has attracted much attention. This method could 
be transferred to non-dividing heart and skeletal muscle cells 
of a mouse by the Perricaudet team. Therapeutically, the 
adenoviral gene transfer system has already been used for the 
skeletal muscular system to replace the deficient dystrophin in 
progressive muscular dystrophy of the Duchenne type. Thus, up 
to 50% of the skeletal muscle filaments show an expression of 
the dystrophin protein, provable by means of immune 
histochemistry, after intra-muscular virus application. 

Since some forms of the dilative cardiomyopathy with defective 
dystrophin protein or dystrophy deficiency have already been 
described, this previous knowledge could be used as a starting 
point for specific gene therapy of dystrophinopathy of the heart 
muscle . 

The human adenovirus belongs to the group of double-stranded DNA 
viruses with a genome of approximately 36 kilobasepairs (Kb) . 
The viral DNA encodes for approximately 2700 different gene 
products, whereby differentiation is made between early (early 
genes) and late (late genes) gene products in relation to the 
adenoviral replication cycle. The early genes are subdivided 
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into four transcriptional units, El to E4 . The late gene 
products encode for the capsid proteins. At least 42 different 
adenoviruses can be differentiated immunologically. The 
cellular reception of the adenoviruses is done via the mechanism 
of the receptor-transferred endocytosis into the lysosomal 
compartment of a multitude of human cell types. Thereafter, the 
adenoviral genome travels into the cytoplasm and then to the 
cell nucleus. The transcription of the viral gene requires the 
expression of the "early region 1", which encodes a 
transactivator of the adenoviral gene expression. This 
dependency of the expression of all subsequent viral genes from 
the El transactivator can be used for the construction of the 
non- replicable adenoviral vectors. 

In adenoviral vectors, the El gene region is replaced by a 
foreign gene with its own promoter. As a result of the 
replacement of the El gene region, which is a prerequisite for 
the expression of the subsequent adenoviral gene, a non- 
replicable adenovirus is produced. Thereafter, these viruses 
can only multiply in a cell line, which replaces the deficient 
El gene. Therefore, replication-deficient adenoviruses are 
formed in the so-called 293 cell line (human embryonal kidney 
cell line) , which has a copy of the El region stably integrated 
in the genome. To accomplish this, foreign genes 

(galactosidase, for example) are cloned in recombinant 
adenoviral plasmids under the control of its own promoter (RSV, 
for example) . Subsequently, the homologous recombination 

between the plasmids pAd. RSV/fi-Gal and the El deficient 
adenoviral genome dl327 (adenovirus 5) in the helper cell line 
293 takes place. If the recombination is successful, viral 
plaques are harvested. The replication-deficient viruses thus 
produced are then used in high titers (10 9 to 10 11 plaque-forming 
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units) to infect the cell culture or the animals. The size of a 
recombinant adenoviral genome is limited to approximately 38 to 
40 Kb and must, without fail, be taken into consideration when 
constructing the adenoviral shuttle vectors. 

By intravenous (i.v.) application of recombinant adenovirus, the 
described 73-galactosidase reporter gene has already been 
expressed stably in muscular tissue up to twelve months under 
the control of the retroviral promoter (RSV) . Detailed 
examinations of the tissue distribution after i.v. application 
of recombinant adenoviruses with luciferase as reporter gene 
showed that luciferase activity could be proven in all examined 
tissues . 

Quantitatively, however, a preferential luciferase expression in 
the livers (99%) of the i . v. -infected animals was evident. 

Additional examinations with 73-galactosidase-producing 
adenoviruses showed that approximately 90% of all liver 
parenchyma cells and liver endothelium cells expressed the 
foreign gene effectively. In contrast thereto, a fast decrease 
of the gene expression in the liver occurs when a CMV promoter 
is used. This shows that with a gene transfer into certain 
target cells, not only is the method of viral application of 
great significance, but also the selection of the promoter 
important for the stable expression. Furthermore, there is the 
immune response of the receiver organism, which with i.v. 
application leads to the formation of a high titer of 
neutralizing antibodies against capsid proteins. These 
examinations demonstrate the possibility that a repeated gene 
transfer with recombinant adenoviruses can lead to a substantial 
decrease of the transfer rate. 
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Only recently, the working group Leiden accomplished a stable 
gene transfer by direct infusion of 2xl0 9 non-replicable 
adenoviruses into the coronary arteries of rabbits. With this 
so-called "Percutaneous Coronary Gene Transfer" (PCGT) method, 
under the control of the CMV promoter, an expression of the 3- 
galactosidase reporter gene in endothelial as well as in smooth 
muscle cells could be proven. These examinations demonstrate 
that basically, different cell types can be obtained through 
intra-coronary infection. For a targeted expression, a tissue- 
specific promoter would be very beneficial. For the therapy of 
heart muscle disorders, the targeted cardiomyocytic expression 
is of particular interest. 

In summary, it is stated that the adenoviral vectors have 
various advantages for the gene transfer: their independence 
from the host-cell replication, their foreign DNA packaging 
capacity of up to 7.5 kb, their highly efficient gene transfer 
and their great host spectrum. Their ability to infect various 
cell types, however, can lead to the expression of presumed 
therapeutic genes in non-target cells and, thus, to undesirable 
results . 

To date, it has not been possible, among other things, to alter 
adenoviruses in such a way that they can be used for specific 
expressions in somatic cells (heart muscle cells, for example) . 
Therefore, their application for a gene transfer to heart muscle 
cells as therapy could not be considered for safety reasons. 

Therefore, the object of this invention was to develop an 
adenoviral shuttle vector system with targeted, if possible 
exclusive expression activity in heart muscle cells. Based on 
this system, a therapy concept for monogenetic forms of 
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cardiomyopathies was to be developed, which offers maximum 
safety from an expression in cells outside the heart muscle. 

Secondary objects are the cloning of a heart muscle-specific 
promoter in the adenoviral system as well as the examination of 
the specificity, stability and efficiency of the gene expression 
with the aid of the luciferase and 73-galactosidase reporter 
gene . 

It was found that the MLC-2 promoter (myosin light chain-2 
promoter) is surprisingly tissue-specific in the adenoviral 
context. The present invention is based on this finding, which 
is realized in claims 1, 6, and 7. The dependent claims are 
preferred variations. 

The vector system of this invention is characterized by a viral 
and a non-viral gene shuttle, into which a therapeutic gene, 
coupled to the ventricular MLC-2 promoter, is cloned. 

Preferred is a vector system, characterized in that an 
adenovirus is used as basis for the gene shuttle. 

Particularly preferred is a vector system, where a 
recombination-deficient adenovirus is used. 

As a therapeutic gene, the cDNA of a gene is used, which is 
altered, qualitatively and quantitatively, for the disease to be 
treated. 

The invention can also be realized by applying parts or variants 
of the MLC-2 promoter. 
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The vector system of this invention is produced by replacing the 
El gene region or another region in an adenoviral vector with a 
therapeutic gene with the MLC-2 promoter. 

The preferred application of the new vector system is to apply 
the recombinant vector system to a patient via the blood stream, 
preferably via a modified catheter method, into the arterial or 
venous coronary system. 

The invention will be described in more detail with the 
embodiments below. 

1. To establish the somatic gene transfer with adenoviral 
shuttle vectors, recombinant adenoviruses with luciferase and fi- 
galactosidase reporter genes under control of the MLC-2 promoter 
are used according to the following diagram: 
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pAd.MLC-2-Luciferase 
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genome dll327 (Ad5) 
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Ad-MLC-2-Luciferase 



Illustration : Production of the recombinant adenovirus Ad-MLC-2/lucif erase by 
in vivo recombination. 

(Legend: top right: linearized plasmid; bottom right: Cla I adenoviral genome 
dl 1327 (Ad5) ) 

Ad a) Cloning of the the recombinant plasmid pAd.MLC- 
2/lucif erase : 

The MLC-2/lucif erase fusion construct described in ... is 
cut from the Bluescript plasmid at the restriction 
interfaces Kpn I. In a subsequent so-called "Klenow" 
reaction, the overhanging ends are filled in and, by adding 
so-called Pvu II Linkers, additional restriction enzyme 
interfaces are placed on both ends. This 4.0 kB-long MLC- 
2/luciferase DNA fragment is then coupled, analogous to the 
recombinant plasmid pAd. RSVfigal, to the Pvu II interface at 
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the 3' -end of the 1 . 3 mu (1 mu - 360 bp) region of the 
adenovirus type 5 (Ad 5) genome. 

The 9.4-17 mu-long DNA fragment of Ad 5, which is necessary 
for the homologous recombination with the adenoviral genome 
for the formation of recombinant adenoviruses, attaches 
itself to the lucif erase reporter gene. The correct 
orientation of the fusion construct is monitored by 
restriction enzymes and seguencing. 

Ad b) Construct of the recombinant adenoviruses Ad-MLC- 

2-lucif erase : 

The recombinant adenovirus is created in-vivo by homologous 
recombination in the 293 cell line between the newly 
constructed plasmid pAd. MLC-2/lucif erase and the adenoviral 
DNA Ad dl327, whereby the 293 cells are cotransf ected with 
5 /jg of the linearized plasmid pAd . MLC-2/lucif erase and 5 
pq of the 2.6-100 mu-long (1 mu - 360 bp) Cla I fragment of 
the adenovirus 5 (Ad 5) . After coating the cells with agar 
and a 10-day incubation at 37 °C, the recombinant adenoviral 
plaques are isolated and tested for their luciferase 
activity. The recombinant adenoviruses are multiplied in 
the 293 cell line and centrifuged with cesium chloride 
gradients. The viral fractions are then titered in the 
plaque assay using the 293-cell line. 

Ad c) In vitro and in vivo infection of cardiomyocytes : 

Isolated, neo-natal cardiomyocytes of rats are infected in 
the cell culture with the recombinant adenoviruses, Ad-MLC- 
2-lucif erase, and tested for the luciferase expression. 
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With successful in-vitro expression of the luciferase, rats 
are then provided with 20-40 pi of purified, recombinant 
adenoviruses (10 11 plaque-forming units/ml) by intravenous 
injection, later also by "Percutaneous Coronary Gene 
Transfer" 2xl0 9 infected particles into the coronary 
arteries . 

Ad d) Proof of the luciferase expression in luciferase 
assay: 

For the luciferase assay, whole-cell protein extracts are 
made from the infected cardiomyocyte and fibroblast 
cultures, and later from infected heart muscle tissue. 
With successful infection and an active MLC-2 promoter, 
intact luciferase enzyme is found in the cell extract- By 
adding the substrates Luciferin and ATP and separating the 
pyrophosphate, a complex of Lucif erase-Lucif eryl-AMP is 
formed. 

Due to oxidation of Luciferyl, a dissociation of 
Oxilucif erine, AMP and C0 2 by emitting a light quantum with 
the wave length 560 nm occurs. This light emission is 
registered photometrically in light units (LU) in a 
transilluminometer and related to the protein quantity. 

The results of the examinations are illustrated in the 5 
figures below: 
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1. Vector system for gene therapy of the heart muscle, 
characterized by a viral and a non-viral gene shuttle, into 
which a therapeutic gene, coupled to the ventricular MLC-2 
promoter, is cloned. 

2. Vector system according to claim 1, characterized in that 
an adenovirus is used as basis for the gene shuttle. 

3. Vector system according to claims 1 and 2, characterized in 
that a recombination-deficient adenovirus is used. 

4. Vector system according to claims 1 to 3, characterized in 
that the therapeutic gene is the cDNA of a gene, which is 
altered, qualitatively or quantitatively, for the disease 
to be treated. . 

5. Vector system according to claims 1 to 3, characterized in 
that parts or variants of the MLC-2 promoter are used. 

6. Method for production of the vector system according to 
claims 1 to 4, characterized in that in an adenoviral 
vector, the El gene region or another region is replaced by 
a therapeutic gene with the MLC-2 promoter. 

7. Method for application of the vector system according to 
claims 1 to 4, characterized in that the recombinant vector 
system is applied to the patient via the blood stream, 
preferably via a modified catheter method, into the 
arterial or venous coronary system. 



